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9 PROCEDEU DE OBTINERE A GRANULELOR DE POLIPIROL
CONTINAND ENZIME IMOBILIZATE COVALENT

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere
a granulelor polipirol contindnd enzime imobilizate
covalent, cu aplicatii in domeniul biosenzorilor i in alte
domenii biotehnologice, constand din functionalizarea
suprafetei granulelor de polipirol prin reactia gruparilor
NH cu gruparile CHO ale glutaraldehidei, dupa care are
loc reactia gruparilor aldehidice nereactionate cu gru-
parile NH, si COOH ale proteinei enzimatice, si, astfel,
are locimobilizarea covalentd a enzimelor. Prin aceasta

metoda se asigura imobilizarea enzimei pe suprafata
granulei si la o distantd suficientd de suprafata poli-
merului, ceea ce asigura disponibilitatea intregii cantitati
de enzima pentru biocataliza, si o eficacitate maxima a
acesteia, deoarece enzima poate sa-si configureze
optim centrul activ.
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PROCEDEU DE OBTINERE A GRANULELOR DE POLIPIROL CONTINAND
ENZIME IMOBILIZATE COVALENT

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere a granulelor de polipirol contindnd
enzime imobilizate covalent, cu aplicatii in producerea de biosenzori si in biotehnologie.

Pentru obtinerea de biosenzori enzimatici se recomandd imobilizarea enzimelor pe
polimeri electroconductivi, cum ar fi polipirolul. Pe de altd parte, granulele de polimeri contindnd
enzime imobilizate au multiple aplicatii in biocataliza proceselor din biotehnologie

Se cunosc mai multe metode de imobilizare a enzimelor pe polipirol.

1. Imobilizarea enzimelor prin inglobare in filmul de polipirol sau de copolimeri grefati ai
acestuia, in timpul electropolimerizarii [1- 4]. Metoda are dezavantajul cd o mare parte din
enzima este cuprinsa in interiorul filmului si deci nu are acces la substratul cu care trebuie sa
reactioneze. In plus, chiar si enzima aflati pe suprafata are o activitate catalitici redusa, deoarece
suprafata hidrofoba a polimerului nu permite aranjarea centrului activ al enzimei in pozitia
optima.

2. Imobilizarea covalentd a enzimelor pe filme de poli N-3 aminopropil pirol obtinute
prin electropolimerizare [S]. Metoda are dezavantajul cd necesitd prepararea unui monomer
special: N-3 aminopropil pirolul, ceea ce complicd mult procesul tehnologic si mareste mult
pretul produselor, o mare parte din grupérile aminice se afla in interiorul filmului si deci nu pot fi
folosite la imobilizarea enzimei iar activitatea enzimatica a enzimei imobilizate este redusa din
cauza aproprierii prea mari de suprafata polimerului.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consti in imobilizarea covalentd a enzimelor
pe granule de polipirol, prin modificarea suprafetei granulelor prin reactia polimer analoaga a
grupelor NH din polipirol cu grupele CHO din glutardialdehida, urmati de imobilizarea covalenta
a enzimelor prin reactia grupelor COOH si NH; ale proteinei enzimatice cu grupele CHO, rimase
libere, ale dialdehidei legate pe suprafata polimerului, fazele tehnologice si parametrii de lucru
fiind asfel alesi incat sa se obtind caracteristicile compozitionale si structurale dorite ale
granulelor polimerice continand enzime, corespunzatoare domeniului de utilizare.

Procedeul conform inventiei inlaturd dezavantajele procedeelor mentionate anterior prin
aceea ca granulele de polipirol se introduc intr-o baie de functionalizare formata dintr-o solutie

10-20 % (volumetric) solutie apoasa de glutardialdehida S0% (gravimetric) si
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1-2 % (volumetric) H,SO4 concentrat 98%, raportul intre granulele de polipirol si solutia biii de
functionalizare fiind de 1:100- 1:200 (masa:volum), baia de functionalizare avand temperatura de
70-80 °C si granulele se mentin in baie, sub o agitare lent, timp de 20-40 minute, dupa care
suspensia de granule se lasi sa se rdceasca in aer liber timp de 10-15 minute si se filtreazi pe un
filtru cu hartie de filtru calitativa, turta se spald pe filtru cu apd demineralizatd in 3 reprize,
fiecare reprizd avand o cantitate de apa aproximativ egald cu cantitatea de apa folosita la
prepararea biii de functionalizare, apoi granulele functionalizate obtinute sunt introduse intr-o
baie de imobilizare formata din solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 continand 0,3-1,0 % una din
enzimele: tirozinaza, peroxidaza hreanului sau xilanazi, unde se mentin la temperatura camerei
(20 °), sub agitare, timp 1-3 ore, raportul intre granule si baia de imobilizare fiind de 1: 20- 1: 50
(masa: volum), dupd care suspensia obtinuta se filtreaza pe un filtru cu hartie de filtru calitativa,
turta se spald cu apa demineralizatd in 3 reprize, fiecare repriza utilizdnd o cantitate de apa egala
cu de aproximativ cinci ori cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea bdii de imobilizare,
turta spalatd fiind apoi trecuta intr-o cantitate de solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, astfel incat
raportul solid: lichid sa fie de 1:20- 1:30, si suspensia obtinutd este mentinutd pana la utilizare
intr-un vas bine inchis introdus in frigider, la temperatura de +4- +8 °C.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

- asigurd o imobilizare a enzimelor in afara structurii polimerului, ceea ce face ca eficienta
utilizarii enzimelor si fie foarte mare;

- enzima imobilizata se afld la o distantd destul de mare de suprafata polimerului, ceea ce
permite enzimei si-si aranjeze optim centrul activ gi sa aiba o activitate enzimatica ridicata;

- utilizeaza pentru functionalizare o substantd de uz industrial, relativ ieftind, precum
solutia apoasd 50% de glutardialdehida;

- permite dirijarea activitatii enzimatice a granulelor de polipirol, in functie de gradul de
functionalizare al suprafetei granulelor si in functie de conditiile de lucru din etapa de imobilizare
covalenti;

- asigurd prin legaturile covalente o imobilizare permanenta a enzimei pe polimer ceea ce

evita elutia enzimei in mediul de reactie.

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei:

/¢
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Exemplul 1
intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie

de functionalizare formatd din 8,9 mL apa demineralizatd, | mL solutie apoasd 50 %
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,1 mL H,SOs4 concentrat 98%. Peste aceastd solutie se
adaugd 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
apd, cu temperatura mentinutd constantd la 80 °C (prin recirculare dintr-o altd baie de apa,
ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasati pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp de 40 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de api si se lasa 10-15 minute pentru a se raci la temperatura camerei,
dupi care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hértie de filtru calitativa. Turta este
spalata in 3 reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare repriza
de spalare se utilizeaza cate 9 mL de apa, folositd in prealabil si pentru antrenarea granulelor
rimase in balon. Intr-un alt balon de sticli cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 2
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 20 mg tirozinaza (mushroom) si un corp magnetic
teflonat. Se asaza paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se mentine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se reduce
viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si spalarea
granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lentd timp de 2 ore la
temperatura camerei (20 °C), dupd care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuta este spilatd in 3 reprize cu cate 10 mL apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor rimase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adaugd 2 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etang vasul (cu dop si
cu membrani) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitafii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de tirozinaza de cca 8 %, care scade la cca 7 % dupa 3 spalari cu céate 20

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 2.
Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepara o solutie de baie
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(gravimetric) de glutardialdehida si 0,4 mL H,SO, concentrat 98%. Peste aceastd solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
apa, cu temperatura mentinutd constantd la 70 °C (prin recirculare dintr-o altid baie de apa,
ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasata pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp de 20 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apa si se lasd 10-15 minute pentru a se rici la temperatura camerei,
dupa care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativa. Turta este
spalata in 3 reprize cu api demineralizatd avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare repriza
de spalare se utilizeaza cate 16 mL de apa, folositd in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticld cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 5
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 25 mg tirozinaza (mushroom) si un corp magnetic
teflonat. Se asaza paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se mentine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se reduce
viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si spalarea
granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 1 ora la
temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuta este spalata in 3 reprize cu cate 25 mL apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor rdmase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adauga 3 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membrana) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de tirozinaza de cca 7 %, care scade la cca 6 % dupa 3 spalari cu céate 20

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenté a enzimei.

Exemplul 3
Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie

de functionalizare formatd din 8,35 mL apa demineralizata, 1,50 mL solutie apoasd 50 %

(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 mL H,SO4 concentrat 98%. Peste aceasta solutie se

adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
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ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasata pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp de 30 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apa si se lasd 10-15 minute pentru a se raci la temperatura camerei,
dupa care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativa. Turta este
spilata in 3 reprize cu apa demineralizatd avind temperatura camerei (20 °C). In fiecare repriza
de spalare se utilizeaza cate 8,5 mL de apa, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
rimase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 3,35
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 10 mg tirozinaza (mushroom) si un corp magnetic
teflonat. Se asazi paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se mentine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toata enzima. Apoi se reduce
viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultata dupa filtrarea si spalarea
granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 3 ore la
temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuta este spélata in 3 reprize cu cite 17 mL apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor rimase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adauga 2,5 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membrand) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de tirozinaza de cca 8 %, care scade la cca 7,5 % dupa 3 spalari cu cite

20 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalentd a enzimei.

Exemplul 4

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepara o solutie de baie
de functionalizare formata din 8,9 mL apa demineralizata, 1mL solutie apoasa 50 % (gravimetric)
de glutardialdehida si 0,1 mL H,SO4 concentrat 98%. Peste aceastd solutie se adaugd 0,1 g
granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de api, cu

temperatura mentinutd constanti la 80 °C (prin recirculare dintr-o alti baie de apa,

ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasatd pe un agitator magnetic si se
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dupa care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativd. Turta este
spalata in 3 reprize cu api demineralizatd avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare reprizi
de spilare se utilizeazd cite 9 mL de apd, folositd in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticld cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 2
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 20 mg peroxidaza hreanului (horse-radish) si un corp
magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se
mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se
reduce viteza de agitare §i se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si
spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasi totul sub agitare lentd timp de 2
ore la temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtrata pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuti este spélatd in 3 reprize cu ciate 10 mL apa distilata (folositd in prealabil
si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adaugd 2 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membrani) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de peroxidazi de cca 9 %, care scade la cca 8 % dupa 3 spilari cu céte 20

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenti a enzimei.

Exemplul 5.
intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie

de functionalizare formatd din 15,6 mL apd demineralizatd, 4 mL solutie apoasda 50 %
(gravimetric) de glutardialdehidd si 0,4 mL H,SO4 concentrat 98%. Peste aceastd solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
apd, cu temperatura mentinutd constantd la 70 °C (prin recirculare dintr-o alti baie de apa,
ultratermostatatd). Baia de api cu balonul de 30 mL este amplasatd pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lentd timp de 20 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apd si se lasd 10-15 minute pentru a se rici la temperatura camerei,
dupéd care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativa. Turta este

spalata in 3 reprize cu apa demineralizata avand temperatura camerei (20 °C). in fiecare repriza
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rimase in balon. Intr-un alt balon de sticld cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 5
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 25 mg peroxidaza hreanului (horse-radish) si un corp
magnetic teflonat. Se aseazd paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se
mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se
reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si
spélarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 1
ora la temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtrata pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuta este spdlatd in 3 reprize cu cite 25 mL apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule continind
enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adauga 3 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membrana) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de peroxidaza de cca 8 %, care scade la cca 7 % dupa 3 spalari cu cite 20

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenti a enzimei.

Exemplul 6

intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie
de functionalizare formatd din 8,35 mL apd demineralizata, 1,50 mL solutie apoasd 50 %
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 mL H,SO4 concentrat 98%. Peste aceastd solutie se
adaugd 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
apd, cu temperatura menfinutd constantd la 75 °C (prin recirculare dintr-o alti baie de apa,
ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasatd pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lentd timp de 30 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apa si se lasd 10-15 minute pentru a se rici la temperatura camerei,
dupa care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativa. Turta este
spalata in 3 reprize cu apa demineralizati avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare reprizi
de spalare se utilizeaza cate 8,5 mL de apa, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor

rimase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 3,35

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 10 mg peroxidaza hreanului (horse-radish) si un corp
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mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toata enzima. Apoi se
reduce viteza de agitare §i se adaugi turta de granule functionalizate rezultatd dupi filtrarea si
spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 3
ore la temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinuta este spdlata in 3 reprize cu cate 17 mL apa distilata (folositd in prealabil
si la antrenarea granulelor raimase in balonul de 10 mL). Dupa aceea, turta de granule contindnd
enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adaugd 2,5 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etang vasul (cu dop si
cu membrani) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pana la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la cca 1650 cm™ a permis
estimarea unui continut de peroxidazi de cca 7 %, care scade la cca 6 % dupa 3 spalari cu céte 20

mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalentd a enzimei.

Exemplul 7.
Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie

de functionalizare formatd din 15,6 mL apd demineralizatd, 4 mL solutie apoasd 50 %
(gravimetric) de glutardialdehidd si 0,4 mL H,;SO4 concentrat 98%. Peste aceastd solufie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
apa, cu temperatura mentinuti constantd la 70 °C (prin recirculare dintr-o alti baie de apa,
ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasatd pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lentd timp de 20 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apa si se lasd 10-15 minute pentru a se rici la temperatura camerei,
dupd care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativa. Turta este
spalatd in 3 reprize cu apa demineralizata avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare repriza
de spilare se utilizeaza cate 16 mL de apa, folositd in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. iIntr-un alt balon de sticld cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 5
mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 25 mg xilanaza (pulpzyme) si un corp magnetic
teflonat. Se asaza paharul de 10 mL pe un agitator magnetic si se porneste agitarea. Se mentine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se reduce

viteza 7 i se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si spalarea
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temperatura camerei (20 °C), dupd care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru
calitativa. Turta obtinutd este spalatd in 3 reprize cu cate 25 mL apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor rdmase in balonul de 10 mL). Dupi aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adaugd 2 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membrani) si se introduce in frigider la temperatura de +4- +8 °C, unde se mentine pani la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii de la cca 1550 cm™ a permis estimarea unui
continut de xilanaza de cca 6 %, care scade la cca 5,5 % dupa 3 spalari cu cate 20 mL solutie

tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 8
Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 mL se prepari o solutie de baie

de functionalizare formati din 8,35 mL apd demineralizatad, 1,50 mL solutie apoasd 50 %
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 mL H>SO,4 concentrat 98%. Peste aceastd solutie se
adaugi 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie de
ap3, cu temperatura menfinutd constantd la 80 °C (prin recirculare dintr-o altd baie de apa,
ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 mL este amplasata pe un agitator magnetic si se
porneste o agitare lentd. Se mengine balonul in baie, sub agitare lentd timp de 30 minute. Apoi
balonul se scoate din baia de apa si se lasd 10-15 minute pentru a se réci la temperatura camerei,
dupd care suspensia din balon este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru calitativd. Turta este
spalata in 3 reprize cu apa demineralizata avand temperatura camerei (20 °C). In fiecare repriza
de spalare se utilizeaza cate 8,5 mL de apa, folositd in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 mL se introduc 3,35
mL solugie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 si 10 mg xilanazd (pulpzyme) si un corp magnetic
teflonat. Se agaza paharul de 10 mL pe un agitator magnetic §i se porneste agitarea. Se mengine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20 °C) pana se dizolva toatd enzima. Apoi se reduce
viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultatd dupa filtrarea si spalarea
granulelor obtinute anterior in balonul de 30 mL. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 3 ore la
temperatura camerei (20 °C), dupa care suspensia este filtratd pe un filtru cu hartie de filtru

calitativa. Bbtiqutd este spalatd in 3 reprize cu cate 17 mL apé distilati (folosita in prealabil
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enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 mL si se adaugd 3 mL solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si
cu membran3) si se introduce in frigider la temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine panai la
utilizare. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii de la cca 1550 cm™ a permis estimarea unui
continut de xilanaza de cca 5 %, care scade la cca 4,5 % dupd 3 spalari cu cate 20 mL solutie

tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

REVENDICARI

1.Procedeu de obtinere a granulelor de polipirol continand enzime imobilizate covalent,
caracterizat prin aceea ca granulele de polipirol se introduc intr-o baie de functionalizare formata
dintr-o solutie apoasd continand 10-20 % (volumetric) solutie apoasa de glutardialdehida 50%
(gravimetric) si 1-2 % (volumetric) H.SO4 concentrat 98%, raportul ifitre granulele de polipirol si
solutia baii de functionalizare fiind de 1:100-1:200 (masa:volum), baia de functionalizare avand
temperatura de 70-80 °C si granulele se mentin in baie, sub o agitare lenta, timp de 20-40 minute,
dupi care suspensia de granule se lasd si se raceascd in aer liber timp de 10-15 minute si se
filtreaza pe un filtru cu hértie de filtru calitativa, turta se spala pe filtru cu apa demineralizata in 3
reprize, fiecare reprizd avand o cantitate %5 aproximativ egala cu cantitatea de apa folosita la
prepararea baii de functionalizare, apoi’granulele functionalizate obfinute sunt introduse intr-o
baie de imobilizare formata din solyﬁg tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 continand 0,3-1,0 % una din
enzimele: tirozinazi, peroxida;{ l/n'eanului sau xilanaza, unde se mentin la temperatura camerei
(20 °), sub agitare, timp 1-3 ore, raportul intre granule si baia de imobilizare fiind de 1: 20- 1: 50
(masa: volum), dupé care suspensia obtinuti se filtreaza pe un filtru cu hartie de filtru calitativa,
turta se spald cu apa demineralizatd in 3 reprize, fiecare repriza utilizind o cantitate de apa egala
cu de aproximatiy cinci ori cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea baii de imobilizare,
turta spalata fiind apoi trecuti intr-o cantitate de solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, astfel incét
raportul solid: lichid sa fie de 1:20-1:30, si suspensia obtinutd este mentinuta pana la utilizare

intr-un vas bine inchis introdus in frigider, la temperatura de +4 - +8 °C.
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enzime imobilizate covalent este transferatad intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de

10 mL si se adauga 3 mL solutie tampon fosfag 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu dop si

cu membrana) si se introduce in frigiderTa temperatura de +4 - +8 °C, unde se mentine pani la
utilizare. Determinarea prin FTIR4 intensitatii benzii de la cca 1550 cm™ a permis estimarea unui
continut de xilanaza de 5 %, care scade la cca 4,5 % dupa 3 spalari cu cate 20 mL solutie

tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalentd a enzimei.

REVENDICARI

1.Procedeu de obtinere a granulelor de polipirol contindnd enzime imobilizate covalent,
caracterizat prin aceea ca granulele de polipirol se introduc intr-o baie de functionalizare formata
dintr-o solutie apoasd contindnd 10-20 % (volumetric) solutie apoasid de glutardialdehida 50%
(gravimetric) si 1-2 % (volumetric) H,SO4 concentrat 98%, raportul intre granulele de polipirol si
solutia baii de functionalizare fiind de 1:100-1:200 (masa:volum), baia de functionalizare avand
temperatura de 70-80 °C si granulele se mentin in baie, sub o agitare lentd, timp de 20-40 minute,
dupa care suspensia de granule se lasa sd se riceascd in aer liber timp de 10-15 minute si se
filtreaza pe un filtru cu hartie de filtru calitativa, turta se spald pe filtru cu apa demineralizata in 3
reprize, fiecare repriza avand o cantitate de apd aproximativ egald cu cantitatea de apa folosita la
prepararea baii de functionalizare, apoi granulele functionalizate obtinute sunt introduse intr-o
baie de imobilizare formata din solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 continand 0,3-1,0 % una din
enzimele: tirozinazi, peroxidaza hreanului sau xilanazd, unde se mentin la temperatura camerei
(20 °), sub agitare, timp 1-3 ore, raportul intre granule si baia de imobilizare fiind de 1: 20- 1: 50
(masa: volum), dupa care suspensia obtinutd se filtreaza pe un filtru cu hartie de filtru calitativa,
turta se spala cu apa demineralizatd in 3 reprize, fiecare repriza utilizand o cantitate de apa egala
cu de aproximativ cinci ori cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea baii de imobilizare,
turta spalatd fiind apoi trecutd intr-o cantitate de solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, astfel incat
raportul solid: lichid sa fie de 1:20-1:30, si suspensia obtinuta este mentinutd pana la utilizare

intr-un vas bine inchis introdus in frigider, la temperatura de +4 - +8 °C.
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